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1 Bel diesem Bericht handelt es slch urn den internatlonalen vorlaufigen PrGfungsbericht, der von der mit der 

internatlonalen vorlaufigen PrQfung beauftragten Behdrde nach Artike! 35 erstellt wurde und dem Anmelder gemaB 
Artikel 36 Gbermittelt wird. 

2. Dleser BERICHT umfaBt insgesamt 1 1 Blatter einschlleBlich dieses Deckblatts. 

3. AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dlese umfassen 

a. S (an den Anmelder und das Internationale BQro gesandt) insgesamt 8 Blatter; dabei handelt es sich urn 

Blatter mit der Beschreibung, AnsprQchen undjbder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht 
zugrunde liegen, unclbder Blatter mit Berichtigungen, denen die Behdrde zugestimmt hat (siehe Regel 
70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsvorschriften). 
□ Blatter, die frQhere Blatter ersetzen, die aber aus den in Feld Nr. 1 , Punkt 4 und im Zusatzfeld angegebenen 
GrQnden nach Auffassung der Behdrde eine Anderung enthalten, die Ober den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung in der ursprOnglich eingereichten Fassung hinausgeht. 

b □ (nur an das Internationale BQro gesandt)\> insgesamt (bitte Art und Anzahl dentles elektronischen 

Datentrager(s) angeben) , der/die ein Sequenzprotokoll undfoder die dazugehorigen Tabellen enthalt/enthalten, 
nur in computeriesbarer Form, wie im Zusatzfeld betreffend das Sequenzprotokoll angegeben (siehe Abschnitt 
802 der Verwaltungsvorschriften). 



4. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 




M Feld Nr. I 


Grundlage des Bescheids 




□ Feld Nr. II 


Priority 




[2 Feld Nr. Ill 


Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche 
Anwendbarkeit 


13 Feld Nr. IV 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


C3 Feld Nr. V 


BegrOndete Feststellung nach Arikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit 
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


13 Feld Nr. VI 


Bestimmte angefOhrte Unterlagen 




□ Feld Nr. VII 


Bestimmte M&ngel der internationalen Anmeldung 


□ Feld Nr. VIII 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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Feld Nr. I Grundlage des Berlchts 



1. Hinsichtlich der Sprache beruht der Bericht auf der internationalen Anmeldung in der Sprache, in der sie 
eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

□ Der Bericht beruht auf einer Obersetzung aus der Originalsprache in die folgende Sprache, 

bei der es sich urn die Sprache der Obersetzung handelt, die fQr folgenden Zweck eingereicht worden ist: 

□ international Recherche (nach Regeln 12.3 und 23.1 b)) 

□ Veroffentlichung der internationalen Anmeldung (nach Regel 12.4) 

□ intemationale vorlaufige Prufung (nach Regeln 55.2 undybder 55.3) 

2 Hinsichtlich der Bestandteile* der internationalen Anmeldung beruht der Bericht auf (Ersatzblatter, die dem 
' Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits als 
"ursprunglich eingereicht" und sind ihm nicht beigefQgt): 



Beschrefbung, Seiten 

I.93 in der ursprQnglich eingereichten Fassung 
Anspruche, Nr. 

1 .53 eingegangen am 1 8.03.2005 mit Schreiben vom 1 6.03.2005 



Zeichnungen, Blatter 

1/24-24/24 in der ursprQnglich eingereichten Fassung 

□ einem Sequenzprotokoll und/oder etwaigen dazugehorigen Tabellen - siehe Zusatzfeld betreffend das 
Sequenzprotokoll 

3. □ Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

4 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der diesem Bericht beigefugten und nachstehend 
aufgelisteten Anderungen erstellt worden, da diese aus den im Zusatzfeld angegebenen Grunden nach 
Auffassung der Behorde uber den Offenbaaingsgehalt in der ursprunglich eingereichten Fassung hmausgehen 
(Regel 70.2 c)). 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

* Wenn Punkt 4 zutrifft, konnen einlge oder alle dieser Blatter mit der Bemerkung 
"ersetzt" veraehen werden. 
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Feld Nr. Ill Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erf inderische Tatigkeit und gewerbliche 
Anwendbarkeit _ 

1 Folqende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin geprQft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
* erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte international Anmeldung, 
H Anspruche Nr. 22- 53 

Begrundung: 

□ Die gesamte Internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlauf ige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung, die AnsprQche oder die Zeichnungen (machen Sie bitte nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 22-53 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt 

□ Das Nucleotid- undybder Aminosauresequenzprotokoll entspricht nicht dem in Anhang C zu den 
Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard, weil 

die schriftliche Form □ nicht eingereicht wurde. 

□ nicht dem Standard entspricht. 
die computerlesbare Form □ nicht eingereicht wurde. 

□ nicht dem Standard entspricht. 

□ Die Tabellen zum Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzprotokoll, sofern sie nur in computerlesbarer 
Form vorliegen, entsprechen nicht den in Anhang C-bis zu den Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen 
technischen Anforderungen. 

□ siehe Beiblatt fur weitere Angaben. 
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Feld Nr. IV Mangelnde Einheltllchkeit der Erfindung __ 

1 . El Auf die Aufforderung zur Einschrankung der AnsprQche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 

Anmelder. 

El die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die AnsprQche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der AnsprQche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 
13.2 und 13.3 

□ erfullt ist 

□ aus folgenden GrOnden nicht erfullt ist: 

4. Daher ist der Bericht fur die folgenden Teile der intemationalen Anmeldung ersteilt worden: 

□ alle Teile. 

H die Teile, die sich auf die Anspruche mit folgenden Nummern beziehen: 1-21 . 



Feld Nr. V Begrundete Feststellung nach Artikel 35 (2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen 
Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser 
Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 2,8,1 0-1 1 ,1 3,1 5-1 8 

Nein: Anspruche 1 , 3-7, 9, 1 2, 1 4, 1 9, 20, 21 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-21 

Gewerbliche Anwendbarkeit (l A) Ja: Anspruche: 1-21 

Nein: Anspruche: 

2. Unterlagen und Erklarungen (Regel 70.7): 
siehe Beiblatt 



Feld Nr. VI Bestimmte angef uhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und /oder 

2. Nicht-schriftiiche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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I Anderungen (Art. 34(2)b, Regel 70.2 PCT). 

Die mit dem Schreiben vom 16.03.2005 eingereichten Anderungen bringen kein 
Sachverhalte ein die iiber den Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung 
hinausgehen. 



IV Einheitlichkeit der Erfindung (Regel 13 PCT). 

Die intemationale Recherchenbehorde (ISA) hat festgestellt, da8 die ursprunglich 
eingereichten Fassung der vorliegenden Anmeldung die Erfordernisse von R. 13 PCT nicht 
genugten. 

Die ursprunglich eingereichten unabhangigen Verfahrensanspruche 1 , 22 und 35 und 
Produktansprtiche 48, 49 und 53 der vorliegenden Patentanmeldung haben "Carotinoide" 
als verbindendes Merkmal gehabt. 

Es ist seit langerem bekannt, daG Organismen der Gattung Blakeslea Carotinoide 
produzieren. Es ist auch seit langerem bekannt, daB die durch Organismen der Gattung 
Blakeslea produzierten Carotinoide als Nahrungsmittel oder Nahrungserganzungsmittel 
verwendet werden konnen (siehe Beschreibung, WO-98/03480 und WO-98/50574). Des 
weiteren sind die aus den Verfahren erhaltlichen Carotinoiden, Nahrungsmitteln und 
Nahrungerganzungsmitteln nicht von denen die durch andere, an sich bekannte, Verfahren 
hergestellt werden, zu unterscheiden. 

Die ursprunglich eingereichten Verfahrensanspruche und Produktansprtiche wurde 
deshalb nicht durch ein einziges neues Merkmal verbunden und waren somit nicht im 
Einklang mit Regel 13 PCT. 

Das ursprunglich eingereichte Sachverhalt wurde deshalb in den nachfolgenden drei 
Gruppen unterteilt: 

A) Verfahren zur Herstellung von Carotinoiden oder deren Vorstufen mittels 
gentechnisch veranderter Organismen der Gattung Blakeslea (Anspruche 1-21), 

B) Verfahren zur Bereitstellung von Carotinoiden, Nahrungsmitteln und 
Nahrungserganzungsmitteln (Anspruche 22-47 und 50-52 (Teil)), und 
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C) Carotinoide, Nahrungsmittel und Nahrungerganzungsmittel erhaltlich nach das 
Verfahren de Erfindung A (Anspriiche 48, 49, 53 und 50-52 (Teil)). 

Der Anmelder wurde zur Zahlung von weitere Recherchengebiihren aufgefordert. Der 
Anmelder hat sich dafur entschieden weder weitere Recherchengebuhren zu zahlen, noch 
Einspruch ein zu legen. Somit wurde das intemationale Recherchenbericht auf Erfindung 
A beschrankt (urspriinglich eingereichten Anspriiche 1-21). 

Mit dem Schreiben vom 16.03.2005 hat der Anmelder das Sachverhalt der Gruppe B auf 
das Verfahren von Gruppe A eingeschrankt. Die vorliegenden unabhangigen 
Verfahrensanspruche 1 , 22 und 35 haben deshalb das Verfahren des Anspruchs 1 als 
verbindendes Merkmal. 

Die vorliegenden und urspriinglich eingereichten Anspriiche 1-21 veroffentlichen 
Merkmalen die sich auf die gentechnisch veranderten Organismen der Gattung Blakeslea 
beziehen. Die vorliegenden und urspriinglich eingereichten Anspriiche 22-47, im 
Gegenteil, veroffentlichen Merkmale die sich auf die Aufreinigung der produzierten 
Carotinoide beziehen. 

Weil der Priifer der Meinung ist das Anspruch 1 nicht neu und erfinderisch gegenuber D1 
ist, sind die unabhangigen Verfahrensanspruche 1 , 22 und 35 nicht durch ein neues und 
erfinderisches Merkmal verbunden. 

Der Einwand zur fehlenden Einheitlichkeit wird deshalb aufrecht erhalten. 



Ill Keine vorlaufige Prufung. 

Weil der Priifer der Meinung ist, da3: 

1) das verbindende Merkmal zwischen den Verfahrensanspriichen 1, 22 und 35 nicht 
neu und erfinderisch ist (siehe unten), und 

2) das intemationale Recherchenbericht sich nur auf die in den urspriinglich 
eingereichten Anspriichen 1-21 erwahnten Merkmale bezogen hat, also Merkmale 
der gentechnisch veranderten Organismen nicht aber Merkmale der Aufreinigung von 
Carotinoiden, 
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kann fur den Gegenstand der vorliegenden Anspriiche 22-47 kein intemationales 
vorlaufiges Prufungsbescheid (IPER) erstellt werden (R. 66(1 )e PCT). 
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V Begriindete Feststellung hinsichtlich Neuheit, erfinderischen Tatigkeit und 
gewerblichen Anwendbarkeit der vorliegenden Anmeldung. 

fiegenstand der derzeitiaen Anm elduna. 

Ein Verfahren zur Herstellung von Carotinoiden, umfassend (a) die Bereitstellung von 
durch Transformation hergestellten genetisch geanderten Organismen der Gattung 
Blakeslea, (b) Kultivierung der Zellen, und (c) Bereitstellung des produzierten Carotinoids. 

Die Bereitstellung von durch Transformation hergestellten genetisch geanderten 
Organismen der Gattung Blakeslea ist Gegenstand der Anmeldung EP04/00100. 

Zitierte Dokumente fReael 64(1) PCT). 

D1: WO 98/46772 A. 

D2: US-B1-6 413 736. 

D3: US 2002/051998 A1. 

D4: LEE ET AL. (2002) APPL. MICROBIOL. BIOTECHNOL. 60, 1-11. 

D5: WO 98/03480 A. 

D6: WO 98/50574 A. 

Neuheit (Art. 33(2) PCT). 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33(1) POT, weil der 
Gegenstand der Anspriiche 1 , 3-7, 9, 12, 14, 19, 20 und 21 im Sinne von Artikel 33(2) 
PCT nicht neu ist. 

Das Dokument D1 wird als nachstliegender Stand der Technik gegenuber dem 
Gegenstand des Anspruchs 1 angesehen. Es offenbart die Herstellung von genetisch 
transformierten filamentosen Pilzen, sowie Pilze der Gattung Blakeslea (s. 16, z. 6). Es 
wird beabsichtigt urn die hergestellten Pilze fur die Herstellung von sekundairen 
Metaboliten, sowie Carotinoide, zu verwenden (s. 27, z. 9). Des weiteren wird beabsichtigt 
urn eine genetische Veranderung des Genoms vor zu nehmen, zum Beispiel durch 
homologe Rekombination. D1 offenbart auf s. 19, z. 5-29, daB wenn die gentisch 
veranderte Pilze zur Herstellung von sekundairen Metaboliten bestimmt sind, daB 
Expressionscassette mit den erforderlichen Genen in das Genom eingefuhrt werden 
konnen. Die Selektion und Anzucht der gentechnisch veranderten Zellen werden zum 
Beispiel in Anspruch 21 und 22 offenbart. Ein Verfahren zur Herstellung von Metaboliten 
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wird in Anspruch 28 offenbart. 

D1 wird als neuheitsschadlich gesehen weil der Priifer der Meinung ist, da(3 die Kenntnisse 
aus D1 dem ungenauen und breiten Wortlaut der vorliegenden Anspruche entsprechen. 

Erfinderischen Tatigkeit f Art. 33(3^ PCT). 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT, weil der 
Gegenstand der Anspruche 1-38 nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit im Sinne von 
Artikel 33(3) beruht. 

Der Gegenstand des Anspruchs 2 unterscheidet sich von dem bekannten D1 dadurch, daB 
das Verfahren auf Pilze der Art Blakeslea trispora begrenzt ist. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen werden, 
ein Verfahren bereitzustellen zur Herstellung von gentechnisch verandertem Blakeslea 
trispora. 

In Betracht genommen, daB 

Anspruch 1 keine besonderen Merkmale bezuglich der Transformation enthalt, 
D1 die Herstellung von gentechnisch veranderten Pilzen der Gattung Blakeslea 
offenbart, 

Organismen der Art Blakeslea trispora fur ihre Produktion von p-Carotin bekannt 
sind, und 

genetische Mutationen zur Steigerung der Carotinoideproduktion der Art Blakeslea 
trispora bekannt sind, 
kann die erfinderische Tatigkeit des Anspruchs 2 nicht anerkannt werden. 

Die Verwendung von einem ein gpdA Promotor, hph Resistenzgen und/oder trpC 
Terminator enthaltenden Plasmid zur Transformation ist ebenfalls nicht erfinderisch, weil 
dies der Fachmann bekannt ist (siehe auch das intemationale vorlaufige Prufungsbescheid 
der PCT Anmeldung EP04/00100). 

Wie schon in der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung erwahnt wurde, ist eine 
Homokaryotisierung nur dann notwendig wenn eine genomische Gendeletion 
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vorgenommen werden soli. Nicht aber wenn Genen zugefiigt werden sollen, sowie In D1 
beabsichtigt wurde. Als alternative zur Homokaryotisierung wahre es aber auch moglich 
um elne RNA-Silencing vor zu nehmen. 

D2, D3 und D4 offenbaren die gentechnische Herstellung von Carotinoiden und 
Xanthophyllen, und transformierte Organismen die die dafur erforderlichen Gene 
enthalten. Die Verwendung dieser Kenntnisse zur gentechnischen Herstellung von 
Organismen der Gattung Blakeslea ist naheliegend, weil es bekannt ist das diese 
Organismen groBe mengen an p-Carotin produzieren. 

Der Vektor mit der SEQ ID NO: 3 ist abgeleitet von dem bekannten Vektor pANsCOSI die 
zur Transformation von Pilzen bereitgestellt wurde (Osiewacz (1994) Curr. Genet. 26, 87- 
90). Die Verwendung vom Vektor mit der SEQ ID NO: 3 und die davon abgeleitete 
Vektoren in einem Verfahren zur Transformation von Blakeslea ist deshalb nicht 
erfinderisch. 

fiftwarblichen Anwendbarkeit (Art. 33(4) PCT), 

Die gewerbliche Anwendbarkeit der Anspriiche 1-22 und 50-52 (Teil) wird anerkannt. 



Formblatl PCT/Beiblatt/409 (Blatl 6) (EPA-Januar 2004) 



FUM-20G5 ^ t EP0400099 
8 03 20P5 baSF NAE 877/03 * 

PCT/EP04/000099 y 



Patentansprflche 

1. Verfahren zur Herstellung von Carotlnoiden Oder deren Vorstufen mittels 
gentechnisch veranderter Organismen der Gattung Blakeslea umfassend 

5 (i) Transformation mindestens einer der Zellen, 

gg^Homokaryotisierung der aus (i) ertialtenen Zellen, so dass Zellen | 
entstehen, in denen die Keme in einem oder in mehreren genetischen 
Merkmalen alle gleichartig verandert sind und diese genetische Veranderung 
zur Auspragung bringen, und 

1 0 (iii) Selektion und Vermehrung der gentechnisch veranderten Zelle oder Zellen, 

Ov) Kultivierung der gentechnisch veranderten Zellen, 

(v) Bereitstellung des von den gentechnisch veranderten Zellen produzierten 
Carotinoids oder der von den gentechnischen veranderten Zellen 
produzierten Carotinoidvorstufe. 

1 5 2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn Zellen von 
Piizen der Art Blakeslea trispora handelt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dass in der 
Transformation (i) ein Vector oder freie Nukleinsauren verwendet werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet dass der in der 
20 Transformation (i) eingesetzte Vector in das Genom mindestens einer der Zellen 

integriert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der in der 
Transformation (i) eingesetzte Vector einen Promoter und/oder einen Terminator 
enthalt. 

25 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 3 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet dass in der Transformation (i) ein Vector enthaltend den gpd. 
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pcarB, pcarRA und/oder ptefl Promotor und/oder den trpC Terminator eingesetzt 



wird. 



7. Verfehren nach einem der vorhergehenden Anspruche 3 bis 6. dadurch 
gekennzeichnet, dass in der Transformation (0 ein Vector enthaltend ein 

5 Resistenzgen eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der in der 
Transformation (i) eingesetzte Vector ein Hygromycin-Resistenzgen (hph), 
insbesondere aus E. coli enthalt. 

9. Verfehren nach einem der vorhergehenden Anspruche 5 - 8, dadurch 
1 0 gekennzeichnet. dass der gpd Promotor die Sequenz SEQ ID NO: 1 aufweist. 

10. Verfehren nach einem der vorhergehenden Anspruche 5 - 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass der trpC Terminator die Sequenz SEQ ID NO: 2 aufweist 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche 5 - 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass der tefl Promotor die Sequenz SEQ ID NO: 35 aufweist 

15 12. Verfehren nach einem der Anspruche 6 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, dass der 
gpd Promotor und der trpC Terminator aus Aspergillus nidulans stammen. 

13. Verfehren nach einem Anspruche 3 bis 12, dadurch gekennzeichnet. dass der 
Vector die SEQ ID NO: 3 umfesst. 

14. Verfehren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
20 dass die Transformation (i) mittels Agrobakterien, Konjugation, Chemikalien, 

ElektroporatJon, Beschuss mit DNA-beladenen Partikeln, Protoplasten oder 
Mikroinjektion durchgefuhrt wird. 

15. Verfehren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. 
dass in der Homokaryontisierung (ii) ein mutagenes Agens eingesetzt wird. 

25 1 6. Verfehren nach Anspruch 1 5. dadurch gekennzeichnet. dass als mutagenes Agens 
N-Methyl-N'-nitro-nitrosoguanidin (MNNG), UV-Strahlung oder Rontgenstrahlung 
eingesetzt wird. 
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17. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet. 
dass die Selektion durch Markierung und/oder Auswahl der einkernigen Zellen 
erfolgt 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche 1-17, dadurch 
5 gekennzeichnet, dass in der Selektion 5-Carbon-5-deazariboflavin (darf) und 

Hygromycin (hyg) oder 5-Fluororotat (FOA) und Uracil und Hygromycin eingesetzt 
werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 18. dadurch gekennzeichnet, dass der 
in der Transformation (i) eingesetzte Vector genetlsche Informationen zur 

1 0 Herstellung von Carotinoiden oder deren Vorstufen enthalt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 19, dadurch gekennzeichnet dass der 
In der Transformation (I) eingesetzte Vector genetische Informationen zur 
Herstellung von Carotinen oder Xanthophyllen enthalt. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 20. dadurch gekennzeichnet dass der 
15 in der Transformation (i) eingesetzte Vector genetische Informationen zur 

Herstellung von Astaxanthin, Zeaxanthin, Echinenon. B-Cryptoxanthin, 
Andonixanthin, . Adonirubin. Canthaxanthin, 3-Hydroxyechinenon, 
3*-Hydroxyechinenon, Lycopin, 0-Carotin, a -Carotin, Lutein, Phytofluen, Bixin oder 
Phytoen enthalt 

20 22. Verfahren zur Bereitstellung mindestens eines hochreinen Carotinoids und eines 
Nahrungsmlttels. enthaltend Carotinoide-produzierende Organismen und 
mindestens das eine Carotinoid. umfassend nach der Kultivierung von Carotinoide- 
produzierenden gentechnisch veranderter Organismen der Gattung Blakeslea 
gemaft einem der AnsprQche 1 bis 21 d ie Schritte 

25 I) Abtrennung der Biomasse, 

IA) ggf. Waschen der Biomasse mit einem Carotinoide nicht 
losenden Losungsmittel, insbesondere Wasser, 

IB) Sterilisation und ZellaufschluR der Biomasse, 

IC) ggf. Trocknung und/oder homogene Verteilung und 
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II) partielle ExtrakOon der Carotinoide aus der aufgeschlossenen Biomasse 
mittels eines Carotinoide losenden Losungsmittels und Trennung des 
Losungsmittels von der Biomasse, 
IIA) 

5 1) Entfernung von Losemittelresten aus der Carotinoid-haltigen 

Biomasse, 

2) ggf. homogene Suspension der Biomasse mit einem Biomasse- 
Feststoffaehalt > 2 % und < 50 %^-4£ 

3) Trocknung der Biomasse bzw. Suspension zur Herstellung des 
10 Nahrungsmittels, 

IIB) 

1) Kristallisation der Carotinoide aus dem verwendeten 
Losungsmittel und Isolierung der Carotinoid-Kristalle, 
insbesondere durch Filtration. 
1 5 23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet dass das mindestens eine 
Carotinoid aus der Gruppe bestehend aus Carotinen und Xanthophyllen 
ausgewahlt ist 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet. dass das 
mindestens eine Carotinoid aus der Gruppe bestehend aus Astaxanthin, 

20 Zeaxanthin, Echinenon. B-Cryptoxanthln, Andonixanthin. Adonirubin, 
Canthaxanthin, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Lycopin, p-Carotin, 
Lutein, Phytofluen, Bixin und Phytoen ausgewShlt ist 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 24. dadurch gekennzeichnet. dass das 
mindestens eine Carotinoid Astaxanthin, Zeaxanthin. Bixin oder Phytoen ist. 

25 26. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-25. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sterilisation und der Zellaufschluli mittels Wasserdampf oder Mikrowellenstrahlung 
durchgefuhrt werden. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-26. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Extraktion der Carotinoide aus der Biomasse mittels Methylenchlorid oder 
30 Oberkritischem Kohlendioxid oder Tetrahydrofuran durchgefuhrt wird. 
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28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die im Qberkritischen 
Kohlendioxid gelosten Carotinoide direkt isoliert werden oder in Methylenchlorid 
aufgenommen werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 22-28, dadurch gekennzeichnet, dass die 
5 Extrakflon der Carotinoide aus der Biomasse ein oder ggf. mehrstufig erfolgt 

30. Verfahren nach einem der AnsprOche 22-29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Entfernung von LSsungsmitteln aus der Biomasse im Schritt IA1) mittels 
Wasserdampf-Destillation . 

31. Verfahren nach einem der AnsprOche 22-30, dadurch gekennzeichnet, dass die 
10 Trocknung in Schritt IIA3) mittels Spruhtrocknung oder Kontakttrocknung 

durchgefuhrt wird. 

32. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kristallisation im Schritt IIB1) durch graduellen Losungsmittelaustausch 
gegen ein Carotinoide nicht losendes Ldsungsmittel erfolgt 

15 33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass der Austausch des 
verwendeten Losungsmittels gegen Wasser oder einen niederen Alkohol, 
insbesondere Methanol erfolgt 

34. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dass der gentechnisch 
veranderte Organismus der Gattung Blakeslea durch Transfonnation mit einem 

20 Vector, der eine Sequenz aus der Gruppe bestehend aus den SEQ ID NO: 37 - 

51 und 62 aufweist, herstellbar ist 

35. Verfahren zur Herstellung eines Nahrungsmittels enthaltend Organismen der 
Gattung Blakeslea und mindestens ein Carotinoid, umfassend nach der 
Kultivierung von Carotinoide-produzierenden gentechnisch veranderter 

25 Organismen der Gattung Blakeslea gemaB einem der Anspruche 1 — bis 21 
Organismen der Gattung Blakooloo die Schritte 

I) Homogene Suspendierung der Feststoffe der Kulturbrflhe 
und 
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IIA) bei einem Biomasse-Feststoffgehait der Kulturbruhe von > 2 % 

1) ggf. Konzentration der Kulturbruhe auf einen Feststoffgehalt < 50 
%und 

2) Trocknung der Kulturbruhe zur Herstellung des Nahrungsmittels 
5 oder 

IIB) bei einem Feststoffgehalt von < 2 % der Kulturbruhe, 

1) Konzentration der Kulturbruhe auf einen Feststoffgehalt > 2 % 
und < 50 % und 

10 2) Trocknung der Suspension zur Herstellung des Nahrungsmittels, 

oder 

HQ unabhangig vom Feststoffgehalt der Kulturbruhe, 
1) Abtrennung der Biomasse, 
15 2) ggf. Waschen der Biomasse mit Carotinoide nicht losenden 

Losungsmitteln, insbesondere Wasser, 

3) Sterilisation und ZellaufschluB, 

4) ggf. Trocknung und homogene Verteilung, 

5) partielle Extraktion der Carotinoide aus der Biomasse mittels 
20 eines Carotinoide losendes Losungsmittels, 

5a) Abtrennung der Carofinoid-haltigen Biomasse vom 

Carotinoid-haltigen Losungsmittel, 
5b) Entfemung von Losemittelresten aus der Biomasse und 
5c) Trocknung der Biomasse zur Herstellung des 
25 Nahrungsmittels, 

6) Kristallisation der Carotinoide aus dem in 5a) verwendeten 
Losungsmittel und Isolierung der Carotinoid-Kristalle, 
insbesondere durch Filtration. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine 
30 Carotinoid aus der Gruppe bestehend aus Carotinen und Xanthophyllen 

ausgewahlt ist. 

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, dass das 
mindestens eine Carotinoid aus der Gruppe bestehend aus Astaxanthin, 
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Zeaxanthin. Echinenon, p-Cryptoxanthin, Andonixanthin, Adonirubin, 
Canthaxanthin, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon. Lycopin. p-Carotin, 
Lutein, Bixin, Phytoen ausgewahlt ist 

38. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-37, dadurch gekennzelchnet. dass das 
5 mindestens eine Carotinoid Astaxanthin, Zeaxanthin, Bixin oder Phytoen ist 

39. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-38, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sterilisation und der ZellaufschluB im Schritt 113) mittels Wasserdampf oder 
Mikrowellenstrahlung durchgefuhrt wird. 

40. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-39, dadurch gekennzeichnet. dass die 
10 Extraktion der Carotinoide aus der Biomasse im Schritt IIC5) mittels 

Methylenchlorid oder uberkritischen Kohlendioxid durchgefuhrt wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet dass die im uberkritischen 
Kohlendioxid geldsten Carotinoide direkt isoliert werden oder in Methylenchlorid 
aufgenommen werden.. 

15 42. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-41. dadurch gekennzeichnet dass die 
Extraktion der Carotinoide aus der Biomasse ein- oder ggf. mehrstufig erfolgt 

43. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-42, dadurch gekennzeichnet dass die 
Entfemung von Losungsmitteln aus der Biomasse im Schritt IIC5b) mittels 
Wasserdampf-Destillation. 

20 44. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-43, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Trocknung in einem der Schritte IIA1), IIB2) oder IIC5c) mittels Spruhtrocknung 
oder Kontakt durchgefuhrt wird. 

45. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-44, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kristallisation im Schritt IIC6) durch graduellen Losungsmittelaustausch gegen ein 

25 Carotinoide nicht losendes Losungsmittel erfolgt 

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dass der Austausch des 
verwendeten Losungsmittels gegen Wasser oder einen niederen Alkohol, 
insbesondere Methanol erfolgt. 
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47. Verfahren nach einem der AnsprQche 35-46, dadurch gekennzeichnet, dass der 
gentechnisch veranderte Organismus der Gattung Blakeslea durch Transformation 
mit einem Vector, der eine Sequenz aus der Gruppe bestehend aus den SEQ ID 
NO: 37 - 51 und 62 aufweist, herstellbar ist 

48. Nahrungsmittel, insbesondere Tierfuttermittel herstellbar nach einem der Verfahren 
der AnsprQche 1 bis 47. 

49. Nahrungserganzungsmittel, insbesondere Tierfuttererganzungsmittel herstellbar 
nach einem der Verfahren der AnsprQche 1 bis 47. 

50. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-49 dadurch gekennzeichnet, daft 
Nahrungsmittel und Tierfuttermittel aus einer Fermentation erhaltJich sind. 

51. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-49 dadurch gekennzeichnet, daft 
Nahrungserganzungsmittel und Tierfuttererganzungsmittel aus einer Fermentation 
erhattlich sind. 

52. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-49 dadurch gekennzeichnet, daft 
mindestens zwei Produkte aus der Gruppe Nahrungsmittel, 
Nahrungserganzungsmittel, Tierfuttermittel und Tierfuttererganzungsmittel aus 
einer Fermentation erhaltlich sind. 

53. Verwendung der nach einem der Verfahren der AnsprQche 1 bis 14 erhaltlichen 
Carotinoide zur Herstellung von kosmetischen, pharmazeutischen, 
dermatologischen Zubereitungen, Nahrungsmitteln, Nahrungserganzungsmitteln, 
Tierfuttermittel oder Tierfuttererganzungsmittel. 
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